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概要
29 
61Gaの腫瘍集積に影醤する因子として， 67Ga-transferrin(Tf), 67Ga complexの形成および培蓑細
胞における 67Gauptakeにおよぼす Bufferおよ び pHの変化の影圏を検討した。 MEM中の Buffer
を NaHC03から HEPESに変えると 67GaとTfの結合は約1/2に減少したが， HeLaS3の 67Gaup-
takeはさらに著明に減少し， Tfが MEM中に存在しない場合と同程度になった。したがって， 陰イオ ン
(HCO口 の存在は 61GaとTfの結合に必要であるのみならず， 67Gaの腫瘍細胞への集積の過程にも影
薯しているものと考え られる。 MEMの pHが低下すると ，61GaとTfの結合は減少し 67Gacomplex 
の形成は増加する傾向を示した。また ，67Gacomplexの形成の増加に伴って 67Gauptakeの増加も認













る。鉄イオンと Tfの結合は低いpHの領域では不安定であり ，また CO32―や HCOぶなどの陰
イオンの存在がこの結合に必要である4)。したがって， pHの変化や Bufferの種類は 67Gaの腫





実験に使用した腫瘍細胞は HeLaS3で，通常humanapotransferrin (Tf) 100μ.g/mlぁ




67Gaと人血清， fetalcalf serum (FCS), Tfとの結合は， セルローズ膜を用いた平衡透析
とポリアクリルアミドゲルを用いたディスク電気泳動によって測定した。ディスク電気泳動に
おいては， controlとしてクエン酸第二鉄 (59Fe)の結合の測定も行った。人血清， FCSを種
種の濃度に含んだ MEMに 67Gaまたは 59Fe1μ.Ci/mlを加え24時間 incubateした。 その






通常， 5% CO2 incubator中で平衡状態になるように pHの Bufferとして NaHC03(1.2
g/1)を加えた MEMを使用している。本研究では， NaHC03の他に HEPES[ N-(2-Hy-
droxyethyl) piperazine-N'-2-ethanesulfonic Acid] 10 mMを加え普通の空気の存在下
でも実験を行った。培地の pHの調整においては， Bufferとして HEPESのみを用い， 0．l~
0.3N NaOHにより pHを 6.5から 7.8まで変化させた。
67Gaの腫癌集積におよ 9ます Bufferおよび pHの影製 31 
3 結果




Table 1. Binding of 67Ga to various concentrations of sera and 
human transferrin measured by equilibrium dialysis 
Concentration 67Ga binding Concentration of 67Ga binding 
of sera (¾) （％） transferrin {μg/ml) （％） 
MEM only 
゜
0.6 10 1.3 
Human serum 1 3.6 50 20.1 
10 57.7 100 45.5 
100 93.6 250 75.3 
FCS 1 1.8 500 88.2 
10 19.2 750 92.5 
100 89.1 1000 94.3 
Fig. 1に 67Ga, 59Feと人血清との結合をディスク電気泳動により検討した結果を示した。 (A)
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Fig. 1 Distribution of67Ga(A) and59Fe(B) 
in acrylamide gel. 
Table 2にディスク電気泳動で測定した 67Ga, 59FeとTf分画の結合のまとめを示した。
いずれの場合も 67Gaの Tf分画に対する結合は 59Feより少なく， FeC13の投与により 67Ga,
59Feの Tf分画への結合は減少した。これらの結果は Tfに対する 67Gaの親和性は 59Feより
も小さく，また電気泳動では分析の過程で Tfから 67Gaが分離してしまうものと考えられ，
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以下の Tfと67Gaの結合の測定には平衡透析を用いた。
Table 2. Binding of 67Ga and 59Fe to transferrin measured by 
disc electrophoresis 






MEM only 95.3 0.8 84.0 4.7 
Human serum 1% 94.0 1.0 70.7 19.5 
10% 91.5 2.7 4.2 85.9 
FCS 10% 85.4 2.6 21.1 67.3 
Human serum 1 % 
+ FeCl3 10-2 mM  93.8 0.6 75.4 14.6 
Human serum 1% 
+ FeCl3 10-1 mM  94.5 0.6 82.5 5.2 




Table 3. Effect of buffers on formation of 67Ga-Fe complex 
and 67Ga-transferrin (Tf) 
67Ga bound (%） 
67Ga only 67Ga+ Tf 67Ga十FeCl3
MEM+NaHC03 
























同様にして， Bufferの HeLaS3における 67Gauptakeにおよぼす影留を検討 した結果を
Table 4に示した。 FeC13を加えた場合におこる 67Ga-Fecomplexとしての 67Gauptake 
は Bufferの種類によって大差が認めら れなかった。 Tfを加えた場合の 67Gauptakeは，
Table 4. Effect of buffers on 67Ga uptake by HeLa S3 
67Ga uptake (% dose/106 cels) 
67Ga only 67Ga + Tf 67Ga + FeC13 
MEM+ NaHC03 











67Gaの腫癌集積におよばす Bufferおよび pHの影醤 33 
BufferをHEPESのみにすると，平衡透析で 67GaとTfの結合が約30彩程度認められたに
もかかわらず， Tfが存在しない場合 (67Gaonly)と同程度にまで減少した。
Fig. 2にBufferに HEPESを使用し， 67Ga-Tfと67Ga-Fe complexの形成(A)および
HeLa S3の 67Gauptake (B)におよぽす pHの影盤を検討した結果を示した。 Fig.2-(A) 
の平衡透析の結果においては，点線は 67Ga-Tfおよび 67Ga-Fecomplex形成の割合から
67Ga onlyの場合の透析パ ッグ中に残った 67Gaの割合を差し引いた値を示している。pHが低
下すると 67Ga-Fecomplexの形成は増加する領向を示し， 67GaとTfの結合は逆に減少す
る傾向が認められた。また， 67Gaonlyの場合でも低い pHでは透析パッグを透過しない olGa
の割合が増加した。同様な条件で 67Gauptakeを検討すると (Fig.2-B), FeC13を MEM
中に加えた場合では， pHが低下すると 67Gauptakeは増加し 67Ga-Fecomplexの形成の
増加と一致した。また， MEMonlyの場合も pHの低下により 67Gauptakeの増加が認め
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Fig. 2 ・ Effect of pH on formation of 67Ga-Fe complex and67Ga-
transferrin (A) and 67Ga uptake by HeLa S3 (B). 
4 考 察
5) 
1974年に Glicksonらは， L1210細胞における 67Ga集積におよぼす Bufferゃ pHの影
蓉を検討し，各種 Bufferの 67Ga集積の抑制作用と pHに依存した 67Ga集積を報告した。し
かし，この時点では Tfの関与した 67Gaの集積機序は報告されておらず， 67GaとTfの結合
6) 
とBufferや pHの関係は明らかにされていない。1982年 Vallabhajosulaらは invitroぉ
よび invivoにおける 67Gaの腫瘍集積におよぽす pHの影帯を検討し， 67Ga-Tf complex 
の安定性は pHに依存しており，腫瘍部の pHの低下により解離した 67Gaが，その化学形は
不明であるが，腫瘍集積の一因として重要な役割を果たしていることを報告している。
本研究における Bufferの影審の検討では， MEM中の NaHC03を HEPESに変えると鉄
イオンの場合と同様に 67GaとTfの結合は減少した。しかし，平衡透析では 67GaとTfの結






pHの影器の検討では， Vallabhaj osulaの結果と同様に pHの低下により 67Gaと Tfの
結合は減少する傾向を示した。さらに， pHの低下により 67Ga-Fecomplexの形成および
MEM  only中においても透析膜を通過しない 67Gaが増加し，それに伴って HeLaS3の67Ga
uptakeも増加した。クエン酸 67Gaは pHの低下により，クエン酸と 67Gaの polymerを形
7) 





かし， pHが低いという条件のもとでは， Tfの関与した集積機序よりも 67Gacomplexの関
与した機序の方が 67Gaの腫瘍集積に重要な役割を果たしているものと考えられる。
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